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resumo 
 
 
O grafeno é um nanomaterial que tem atraído o interesse da comunidade 
cientifica, desde da sua descoberta. Este interesse deve-se, principalmente, às 
propriedades físico-químicas e mecânicas únicas, que tornam o grafeno 
altamente atraente para aplicação em áreas como, eletrônica, ótica, 
biotecnologia e nanomedicina. A procura intensa e o desenvolvimento de 
diferentes aplicações para o grafeno conduziram aos chamados nanomateriais 
da família do grafeno (GFNs).  
Neste trabalho, utilizaram-se dois tipos celulares pré-osteoblastos (MC3T3-E1) 
e osteoblastos (Saos-2) para estudar a citotoxicidade do grafeno prístino 
estabilizado com um mononucleótido de flavina (FMN). Este nanomaterial foi 
sintetizado com diferentes tamanhos laterais: 100 - 200 nm (GP(S)) e 200 - 
400 nm (GP(L)).  
Os resultados obtidos demonstraram que as células cultivadas (MC3T3 e 
Saos-2) durante 24 h, na presença de diferentes concentrações de GP(S) (10 - 
50 µg/mL), apresentaram uma viabilidade diminuída e a taxa de proliferação 
celular foi inibida de uma forma dependente da concentração, em comparação 
com as células cultivadas na ausência de nanomaterial (controlo). Quando 
estas células foram expostas a GP(L) (10 - 50 µg/mL), apresentaram uma 
viabilidade similar às células controlo. Relativamente à proliferação celular das 
células Saos-2 não é afetada, enquanto que a dos pré-osteoblastos diminui 
com o aumento da concentração de nanomaterial. 
Através da citometria de fluxo, foi possível comprovar a internalização de 
nanomaterial e a produção de espécies reativas de oxigénio pelos tipos celular 
estudados, após 24 h de cultura na presença de 10 e 50 µg/mL de 
nanomaterial. A internalização de GP(S) por ambos os tipos celulares é 
dependente da dose, sendo maior para a concentração de 50 µg/mL. Pelo 
contrário, no caso da exposição a GP(L), observa-se a internalização do 
nanomaterial, não sendo dependente da dose. A exposição durante 24 h a 
estes nanomateriais induz produção de espécies de oxigénio (ROS) em ambas 
as linhas celulares. 
Com este trabalho podemos concluir que o grafeno prístino estabilizado com 
um mononucleótido de flavina (FMN), independentemente do tamanho, é 
citotóxico para pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2). 
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abstract 
 
Graphene is a nanomaterial that has attracted the interest of the scientific 
community since its discovery. This interest is mainly due to the unique 
physical, chemical and mechanical properties that make graphene highly 
attractive for application in areas such as electronics, optics, biotechnology and 
nanomedicine. The intense demand and the development of different 
applications for graphene led to nanomaterials of the graphene family (GFNs). 
In this work, pre-osteoblasts (MC3T3-E1) and osteoblasts (Saos-2) were used 
to study the cytotoxicity of pristine graphene stabilized with a flavin 
mononucleotide (FMN). This nanomaterial was synthesized with different 
lateral sizes: 100 - 200 nm (GP(S)) and 200 - 400 nm (GP(L)). 
The results obtained demonstrated that MC3T3-E1 and Saos-2 viability in the 
presence of different concentrations of GP(S) (10 - 50 μg/ml) decreased, after 
24 h of exposition; and the cell proliferation rate was inhibited in a 
concentration-dependent manner, in comparison with cells cultured in the 
absence of nanomaterial (control condition). By other hand, MC3T3-E1 and 
Saos-2 cells exposed to GP(L) (10 - 50 μg/ml) showed similar viability 
compared to control cells. Saos-2 proliferation was not affected, whereas that 
pre-osteoblasts proliferation decreased with increasing nanomaterial 
concentration. 
Through flow cytometry, it was possible to verify the nanomaterial incorporation 
and the reactive oxygen species production (ROS) by both cell types, after 24 h 
of culture in the presence of 10 and 50 μg /mL of nanomaterial. The GP(S) 
incorporation were dose-dependent, being higher at the 50 μg /mL 
concentration, while GP(L) nanomaterial was internalized in a non-dose-
dependent manner. Exposure to these nanomaterials for 24 h induced ROS 
production in both cell lines. 
We conclude that, pristine graphene stabilized with a flavin mononucleotide 
(FMN) is cytotoxic to MC3T3-E1 pre-osteoblasts and Saos-2 osteoblasts, 
regardless of its lateral size.  
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1. Introdução  
1.1. Nanotecnologia  
 
 A nanotecnologia foi introduzida em 1959 por Richard Feynman, o primeiro prémio 
nobel da física, durante a sua palestra intitulada: “There’s plenty of room at the bottom” 
(Sanchez and sobolev, 2010; Disner et al., 2016). Esta área científica é relativamente jovem 
e está em grande expansão, integrando disciplinas como a física, a química, a biologia, a 
medicina, a engenharia dos materiais e as ciências de uma forma geral (Figura 1) 
(Marques, 2014; Nikam and Mukesh, 2014).  
 
 
 
Figura 1. A multidisciplinariedade da nanotecnologia (Adaptado de Marques, 2014). 
 
 De uma forma geral, a nanotecnologia tem vindo a revolucionar o mundo científico 
e tecnológico, uma vez que permite compreender, controlar e reestruturar a matéria na 
ordem dos nanómetros, para criar materiais com propriedades e funções novas (Sanchez 
and Sobolev, 2010). Em 1974, a nanotecnologia foi definida por Norio Taniguchi, como 
sendo “uma técnica” que se baseia na separação, consolidação e deformação de 
elementos por um átomo ou por uma molécula (Drexler, 1992; Tarafdar et al., 2013). 
Nanociência	/	
nanotecnologia
Física	/	
Matemática
Engenharia	
dos	materiais
MedicinaQuímica
Biologia
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Seguidamente, em 1990, Don Eigler e Erhard Schweizer, conseguiram pela primeira vez 
observar ao nível da nanoescala, graças à evolução da microscopia (Eigler and Schweizer, 
1990; Paula et al., 2015). Foi necessário a criação de diversos sistemas à nanoescala 
(nanomateriais) com diferentes propriedades físico-químicas. O prefixo “nano” vem do 
grego “nanos”, que significa “muito pequeno” tendo sindo este prefixo adotado em 1960, 
na conferência internacional de peso e medidas, correspondendo à bilionésima parte do 
metro (10-9 metro = 1 nanómetro [nm]) (Pasqualim et al., 2010). A nanotecnologia ao longo 
dos anos tem apresentado uma incessante evolução, com um grande impacto académico 
e comercial (Bagheri et al., 2015). A maior parte das aplicações são na área da medicina, 
designada nanomedicina, o que implica a utilização de sistemas à nanoescala (Sahoo et 
al., 2007), com o objetivo de encontrar e fornecer ferramentas que permitam combater 
diversas doenças, como por exemplo o cancro. Neste sentido, a nanomedicina está em 
constante expansão com foco especial sobre as terapias anti-tumorais, como o sistema de 
transporte de drogas/genes, terapia fototérmica e o diagnóstico individual dos pacientes, 
ou seja, personalização das metodologias de diagnóstico existentes (Sahoo et al., 2007; 
Chakraborty et al., 2011; Bagheri et al., 2015; Venugopal and Ramakrishna, 2016).  
 
1.2. Nanomateriais 
 
 De acordo com a Organização Internacional da Normalização (ISO), os 
nanomateriais são definidos como materiais que apresentam pelo menos uma estrutura à 
nanoescala, com um tamanho que pode variar entre 1 e 100 nm (Kreyling, 2010; Dolez, 
2015). Na natureza encontramos vários exemplos à nanoescala, como os vírus, proteínas, 
DNA, etc. (Figura 2) (Dolez, 2015).  
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Figura 2. Representação esquemática da escala nanométrica (adaptado de Panneerselvam and 
Choi, 2014). 
 
Nos últimos anos, estes materiais produziram um grande interesse devido às suas 
inúmeras propriedades físicas, químicas e mecânicas únicas (Louro et al., 2013; Daima, 
2015; Tonelli et al., 2016). As propriedades dos nanomateriais dependem essencialmente 
do seu tamanho reduzido, das suas modificações ao nível da superfície (funcionalização), 
do aumento da sua relação superfície/volume (área superficial) e da sua reatividade, o que 
lhes permite ter as mais variadas aplicações (Louro et al.; 2013; Daima, 2015). Os 
nanomateriais podem ser classificados de acordo com as suas dimensões (0D, 1D, 2D ou 
3D), a sua composição química (metais, óxidos metálicos, semicondutores, polímeros e 
carbono), a sua origem (natural ou antropogénico), entre outros (Dolez, 2015; Gupta, 
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2015). A classificação mais usada é a que organiza os nanomateriais pelas suas 
dimensões, sendo elas: zero dimensional (0D) como nanoparticulas; monodimensional 
(1D) como nanotubos e nanofios; bidimensional (2D) como nanofolhas de grafeno e 
tridimensional (3D) grafite e nanodiamantes (Figura 3) (Gupta, 2015; Ahmadi et al., 2017). 
 
 
 
Figura 3. Representação esquemática da classificação dos nanomateriais de acordo com as suas 
dimensões. (Adaptado de Gupta, 2015) 
 
Durante a ultima década, a comunidade cientifica tem dado uma maior atenção aos 
nanomateriais 1D e 2D, designando-os de “nanomateriais de próxima geração”. Os 
nanomateriais baseados em carbono, nomeadamente os nanotubos de carbono (1D) e o 
grafeno (2D) têm sido os alótropos de carbono mais estudados, devido as suas estruturas 
e propriedades únicas (Erol et al., 2016). 
 
1.2.1. Nanomateriais de Carbono 
 
 Hoje em dia o carbono, é apresentado como sendo um elemento importante, uma 
vez que se encontra na base de todos os seres vivos. Este elemento pode encontrar se 
em duas formas distintas; o carbono orgânico e o carbono inorgânico (Loos, 2015).  
Nanomateriais
0 D 1 D 2 D 3 D
Fulerenos
Nanotubos
Grafeno
Nanodiamantes
Grafite
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O carbono, é um dos elementos mais versáteis presentes na tabela periódica, formando 
assim os mais diversificados alótropos de carbono (Figura 4).  
 
 
Figura 4. Representação dos alótropos de carbono (adaptado de Zarbin, 2013). 
 
Da família de nanomateriais de carbono fazem parte a grafite, os nanotubos de 
carbono (CNT’s), o nanodiamante, o fulereno e o grafeno, sendo os CNT’s e o grafeno os 
mais representativos desta família (Zarbin, 2013).  
A grafite (Figura 4A) é um sólido com uma estrutura lamelar, em que os átomos de 
carbono têm uma hibridização sp2 formando folhas bidimensionais com a aparência de uma 
rede hexagonal (Zarbin, 2013). A grafite tem sido usada com material de origem para a 
síntese de vários tipos de nanomateriais baseados em carbono incluindo os nanotubos de 
carbono, nanodiamantes, fulerenos e o grafeno (Cha et al., 2013). Os CNT’s (Figura 4B) 
podem apresentar uma parede única, onde uma só folha de grafeno é enrolada ou uma 
parede múltipla, onde se observa a presença de duas ou mais folhas de grafeno enroladas. 
Este alótropo exibe extraordinária mobilidade do transportador de carga, estabilidade 
eletroquímica e estiramento/flexibilidade mecânica (Zarbin, 2013; Zhai et al., 2017). 
Relativamente ao nanodiamante (Figura 4C) apresenta uma geometria tetraédrica, com 
uma hibridização sp2 e sp3 dos átomos de carbono, onde a hibridação sp2 desempenha um 
papel importante na sua estabilidade. Este nanomaterial é considerado um sólido covalente 
com alta dureza, sendo usado na formação de filmes e revestimentos biocompatíveis e 
resistentes ao desgaste (Zarbin, 2013; Zhai et al., 2017). Os fulerenos (Figura 4D) são 
uma forma molecular do carbono, com estrutura esférica, fortes ligações intramoleculares 
e baixas ligações intermoleculares. Este alótropo de carbono exibe excelente resistência 
ao desgaste, baixa fricção, alta condutividade e excelentes propriedades físicas e 
mecânicas (Hirsch, 2010; Zarbin, 2013; Zhai et al., 2017). O grafeno (Figura 4E) é um 
cristal bidimensional, formado por ligações sp2 entre átomos de carbono, criando assim 
NanodiamantesGrafite
Grafeno
Nanotubos Fulereno
CA
E
B D
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uma rede hexagonal (Randvirr, 2014), sendo considerado uma forma alotrópica do carbono 
proveniente da grafite (Avouris et al., 2012; Cordeiro, 2015). O grafeno é caracterizado pela 
sua alta condutividade elétrica, elevada elasticidade e por uma força mecânica inerente 
que lhe permite resistir a altas temperaturas, a produtos químicos e a solventes orgânicos 
(Mattevi et al., 2012; Novoselov., 2012; Randvirr, 2014). As suas características fazem dele 
um candidato promissor a ser aplicado em nanomedicina concretamente em terapias anti-
tumorais. Isto só será possível se for biocompatível. Para tal, o grafeno deve possuir 
propriedades adequadas à sua aplicação, nomeadamente no que diz respeito ao tamanho, 
estrutura, composição, fácil funcionalização, porosidade, entre outras (Yang et al., 2015). 
Contudo, o grafeno apresenta baixa solubilidade, o que dificulta a sua aplicabilidade, 
devido à aglomeração causada pelas interações de Van Der Waals (Ayań-Varela et al., 
2016; Dong and Qi, 2015). A funcionalização de nanomateriais baseados em carbono é 
vantajosa, pois aumenta a sua estabilização, solubilização, dispersão, entre outras 
(Amedea et al., 2014), podendo afetar a sua citotoxicidade (Mccaillon et al., 2016). Assim, 
os nanomateriais baseados em carbono são funcionalizados com polímeros, como por 
exemplo o polietilenoglicol (PEG) (Matesanz et al., 2013) ou com biomoléculas tais como 
péptidos e aminoácidos (Meng et al., 2010; Motao et al., 2012).  
 As procuras intensas de aplicações para o grafeno conduziram ao desenvolvimento 
de derivados de grafeno, os chamados nanomateriais da família do grafeno (GFNs). Sendo 
que os GFNs podem diferenciar-se na química da superfície (funcionalização), no número 
de camadas, na composição, na dimensão lateral, na pureza e na densidade (Sanchez et 
al., 2012; Randvirr, 2014). Os GFNs mais usados hoje em dia pela a comunidade cientifica 
são: o grafeno pristino, que consiste numa folha de grafeno sem nenhum grupo funcional 
em sua superfície (Figura 5) (Bianco, 2013); grafite ultrafinas; nano-esferas de grafeno que 
é uma camada aderida a um substrato ou uma camada única em suspensão (Bianco et al., 
2013); pontos de quantum de grafeno (Bianco et al., 2013); óxido de grafeno (GO) (Figura 
5) (Bianco et al., 2013); óxido de grafeno reduzido (rGO) (Figura 5) sendo este material 
produzido pela redução do oxigénio no óxido de grafeno (GO) (Sanchez et al., 2012). 
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Figura 5. Formas de grafeno comumente usadas (McCaillon et al., 2016) 
 
O químico Brodie sintetizou pela primeira vez óxido de grafite em 1859, tratando a 
grafite com uma mistura de cloreto de potássio e ácido nítrico (Bordie, 1859). Em 1957, 
Hummers e Offeman desenvolveram um método mais eficiente usando uma mistura de 
ácido sulfúrico, permanganato de potássio e nitrato de sódio. Este método é ainda hoje 
muito usado, embora com algumas modificações (Hummers and Offeman, 1958). O óxido 
de grafite é disperso na forma de folhas em meio básico, conhecidas como folhas de óxido 
de grafeno (Dreyer et al., 2010). Este último, consiste em estruturas grafíticas constituídas 
por uma rede cristalina funcionalizada com grupos epoxi, hidroxilo e carboxilo. O GO é 
geralmente obtido pela oxidação da grafite, que lhe confere características vantajosas tais 
como, uma maior hidrofilicidade, maior dispersibilidade e maior compatibilidade com os 
sistemas biológicos (Edwards and Coleman, 2013; Nanda et al., 2015). No entanto, a 
variação da oxidação do GO, faz com que este varie consoante o tipo, a quantidade e a 
localização dos grupos funcionais. A introdução destes grupos funcionais resulta no 
aumento do espaço entre folhas de GO, que é responsável pela quebra das ligações de 
Van Der Waals, alterando a hibridação dos átomos de carbono oxidados, de sp² (planar) 
para uma hibridação sp³ (tetraédrica) (Ciszewski and Mianowski, 2014). Pelo contrário, o 
grafeno prístino é um material hidrofóbico insolúvel na maioria dos solventes (Rodríguez-
Pérez et al., 2013). O grafeno pristino é uma estrutura grafítica sem funcionalização da sua 
superfície e mantém as características únicas do grafeno. Este tipo de grafeno tem vindo 
a ser cada vez mais aplicado nas mais diversas áreas (Zhang et al., 2010; Conroy et al., 
2014; Chatterjee et al., 2015; Majeed et al., 2017). Como mencionado anteriormente, este 
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tipo de nanomaterial é insolúvel e necessita ser funcionalizado para evitar a formação de 
aglomerados (Ayań-Varela et al., 2016; Dong and Qi, 2015). Neste trabalho, utilizou-se 
grafeno pristino estabilizado com o mononucleótido de flavina (FMN), para a avaliação da 
sua citotoxicidade. 
A tabela I evidencia alguns exemplos de trabalhos desenvolvidos com os 
nanomateriais da GFNs mais usados (GO, rGO, e grafeno pristino), demonstrando os 
respetivos efeitos causados em diferentes tipos celulares. 
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Tabela I. Principais estudos reportados na literatura com nanomateriais da GFNs. 
 
Material Funcionalização Tamanho Tipo celular Condições do ensaio Efeitos observados Referências 
GO PEG 100 nm 
Osteoblastos 
(Saos-2), 
Pré-osteoblastos 
(MC3T3-E1), 
Macrófagos 
(Raw-264.7) 
75µg/ml 
24,48 e 72h 
alterações no ciclo celular, 
apoptose, stress oxidativo e 
uma diminuição de 
proliferação. 
Matesanz et 
al., 2013 
GO  
90-160 nm 
300-430 nm 
410-780 nm 
Pulmonares (A549) 10-200µg/ml 24h 
­ ROS 
¯ Viabilidade celular. 
Efeitos dependentes da dose 
e tamanho. 
Chang et al., 
2011 
GO  2 µm 350 nm 
Hepatócitos 
(HepG2), 
Células endoteliais 
da veia umbilical 
(HUVEC), 
Adenocarcinoma 
da mama(MCF7), 
Hepatócitos 
(J774A.1) 
0-200µg/ml 
24 e 48h 
Internalização celular é 
independente do tamanho. 
Yue et al., 
2012 
 
GO 
 
 
 100-600 nm Neuroblastos (SH-SY5Y) 
10-100µg/ml 
24, 48, 72 e 96h 
¯ Viabilidade, dependente da 
dose e do tempo. 
Lv et al., 
2012 
 9 
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GO PEG 100 nm 
Osteoblastos 
(Saos-2), 
Hepatócitos 
(HepG2), 
Macrófagos 
(Raw-264.7) 
2h e 48h Internalização dependente do tipo celular. 
Linares et al., 
2014 
GO 
Grafeno-COOH 
 
 
100 nm-1 
µm 
Hepatócitos 
(HepG2) 
1-16µg/ml 
24h ­ ROS 
Lammel et 
al., 2013 
GO 
Nanotubos de 
grafeno-OH 
 
 
100 nm 
1000-2000 
nm 
Hepatócitos 
(HepG2) 
1µg/ml 
12-48h ­ ROS 
Yuan et al., 
2012 
GO e rGO  0,4 µm-0,8 µm 
Células endoteliais 
da veia umbilical 
(HUVEC) 
1-10µg/ml 
24 e 48h 
­ ROS 
Citotoxicidade depende da 
dose, do tamanho e do 
estado de oxidação. 
 
Das et al., 
2013 
GO e rGO  100 nm-5 µm 
Pulmonares 
(A549), 
Macrófagos 
(Raw-264.7) 
0,0125-12,5µg/cm2 
A citotoxicidade depende da 
dose. 
Internalização por 
fagoendocitose. 
Horváth et 
al., 2013 
GO 
rGO 
Grafeno 
pristino(GP) 
  
Pulmonares 
(A549), 
Hepatócitos 
(HepG2) 
0,1-5µg/ml 
4-72h 
¯ Viabilidade celular 
­ROS 
Conroy et al., 
2014 
GO 
Grafeno 
pristino(GP) 
 
 
 
 
 
 Neuronais (PC12) 5,50 e 100µg/ml 2-24h 
¯ Viabilidade, dependente da 
dose e do grau de 
oxigenação. 
Majeed et al., 
2017 
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GO 
Grafeno 
pristino(GP) 
- 
 
-COOH 
-NH2 
300-800 nm Epitélio brônquico (Beas 2B) 
5-150µg/ml 
4-72h 
¯ Viabilidade dependente da 
dose, do tipo de 
nanomaterial, da 
funcionalização, do numero 
de camadas e do tempo de 
exposição. 
Chatterjee et 
al., 2015 
Grafeno 
pristino(GP)  
500-1000 
nm 
Macrófagos 
(Raw-264.7) 
0-100µg/ml 
24 e 48h 
­ ROS, o que resulta na 
apoptose. Li et al., 2012 
Grafeno fluorado   Pulmonares (A549) 0-400µg/ml 24h 
A citotoxicidade depende da 
dose e da composição. 
Teo et al., 
2015 
Grafeno, 
pristino(GP)  3-5 nm Neuronais (PC12) 
0,01-100µg/ml 
24h 
efeito citotóxico dependente 
da dose e da forma. 
Zhang et al., 
2010 
Grafeno 
pristino(GP) 
Grafeno -COOH 
 
 
 
Espessura: 
0,8 nm Renais (Vero) 
0-300µg/ml 
24h 
­ ROS 
¯ Viabilidade celular, 
dependente da dose. 
(Com GP) 
Sasidharan 
et al., 2011 
Grafeno pristino 
Grafeno -COOH 
 
 
 
Espessura: 
0,4 nm 
Macrófagos 
(Raw-264.7) 
0-75µg/ml 
24-48h 
¯ Viabilidade com GP. 
­ ROS dependente da 
funcionalização. 
Sasidharan 
et al., 2012 
Grafeno 
pristino(GP) 
Nanotubos de 
grafeno 
 50-200 nm Fibroblastos (L-929) 
0,5-500µg/ml 
24h 
­ ROS dependente da dose 
e do tempo 
Lee et 
al., 2012 
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2. Objetivos 
 
Este trabalho tem como objetivo avaliar a citotoxicidade do grafeno pristino 
estabilizado com mononucleótido de flavina (FMN) em duas linhas celulares diferentes, 
pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2). Estes nanomateriais foram 
sintetizados e caracterizados pelo grupo que pertence ao Instituto Nacional del Carbón 
(INCAR)-CSIC, localizado em Oviedo, Espanha. 
Para o efeito, foi avaliado o impacto destes nanomateriais em:  
1. Viabilidade e proliferação celular; 
2. Internalização celular; 
3. Morfologia celular; 
4. Produção de espécies reativas de oxigénio. 
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3. Métodos 
3.1. Linhas celulares 
 
No âmbito deste trabalho, foram utilizadas duas linhagens celulares, MC3T3-E1 e SAOS-
2. Ambas as linhas celulares (Saos-2 e MC3T3-E1) foram obtidas a partir da "American 
Type Culture Collection" (ATCC® HTB-85™, Rockville, Md., USA) e da "European 
Collection of Cell Culture" (Catalogue No: 99072810), respectivamente. 
 
3.1.1. MC3T3-E1 
 
As células MC3T3-E1 são pré-osteoblastos ou osteoblastos imaturos, com a 
capacidade de se diferenciarem em osteoblastos e/ou osteócitos. Esta linhagem celular de 
pré-osteoblastos é derivada de osso da calvaria de ratos. Estas células possuem uma 
morfologia típica de fibroblastos, crescendo em monocamada aderente e são capazes de 
diferenciar-se em osteoblastos e osteócitos e são capazes de secretar colagénio (Quing et 
al., 2017).  
As células MC3T3-E1 são um modelo celular usualmente utilizado em ensaios in vitro 
para avaliar a sua capacidade de diferenciação e a capacidade de formação de matriz 
extracelular, mineralização óssea (Wang et al., 1999; Quing et al., 2017). 
 
3.1.2. SAOS-2 
 
 As células SAOS-2 são uma linha celular obtida a partir de osteoblastos humanos 
derivados de um osteossarcoma primário (Lu et al., 2015). Estas células crescem em 
monocamada aderente e possuem uma morfologia epitelial. O seu fenótipo é caracterizado 
pela expressão de colagénio e fosfatase alcalina e têm propriedades de osteoblastos 
maduros com capacidade para produzir matriz de mineralização [Rodan et al., 1987; 
Strzelecka-Kilisek et al., 2017].  
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3.2. Cultura celular 
  
 Os osteoblastos (SAOS-2) e os pré-osteoblastos (MC3T3-E1), foram 
mantidos em meio DMEM (SIGMA-aldrich) e a-MEM (SIGMA-aldrich), respetivamente, 
suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco), 1% de solução de 
penicilina/estreptomicina (BioWhittaker EUROPE) e 0,5% de L-glutamina (SIGMA-aldrich), 
a 37ºC e numa atmosfera com 5% de CO2. para obtenção das células em suspensão, a 
monocamada formada foi lavada com tampão fosfato (PBS) e tripsinizada com 0,25% de 
tripsina-EDTA (Biochrom). 
 
3.3. Morfologia celular 
 
 A avaliação morfológica dos osteoblastos (Saos-2) e os pré-osteoblastos (MC3T3-
E1), foram semeados com uma densidade de 100.000 células/mL em placas de cultura de 
6 poços e incubadas 24 h, a 37ºC e em atmosfera de 5% de CO2.  
Após 24 h o meio de cultura foi substituído por meio de cultura novo, ao qual foram 
previamente adicionados os nanomateriais GP(L) e GP(S) nas duas concentrações 
estudadas (10 e 50 µg/ml) previamente dispersados por ultrassons. As células foram 
incubadas durante mais 24 h nas mesmas condições. Após esta exposição, a 
monocamada celular foi lavada com PBS e observada num microscópio ótico invertido 
(ECLIPSE TS 100, Nikon; DIGITAL SIGHT DS-2Mv). 
 
3.4.  Viabilidade e proliferação celular 
 
 Pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2) foram semeadas com uma 
densidade celular de 100.000 células/mL em placas de cultura de 12 poços, em meio 
suplementado como descrito anteriormente e incubadas nas mesmas condições 
anteriormente descritas, até à formação da monocamada celular.  
Após 24 h o meio de cultura foi substituído por meio de cultura novo, ao qual foram 
previamente adicionados os nanomateriais nas diferentes concentrações estudadas (10 - 
50 µg/ml), previamente dispersados por ultrassons. Todos os ensaios incluem células na 
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ausência de nanomateriais (células controlo). As células foram expostas aos nanomateriais 
durante 24 h. 
O teste do azul de tripano foi utilizado para avaliar a viabilidade e proliferação 
celular. Este corante é internalizado pelas células cuja membrana esteja deteriorada ou 
células mortas, o que permite a sua observação e contagem ao microscópio ótico, usando 
uma câmara de Neubauer (Piccinini et al., 2017). 
 
3.5.  Internalização celular 
 
Para avaliar a internalização celular dos diferentes nanomateriais em estudo, os pré-
osteoblastos (MC3T3-E1) e os osteoblastos (Saos-2), foram semeados com uma 
densidade de 100.000 células/mL, em placas de cultura de 24 poços e incubadas nas 
mesmas condições previamente descritas.  
Após 24 h o meio de cultura foi substituído por meio de cultura novo, ao qual foram 
previamente adicionados os nanomateriais nas duas concentrações estudadas (10 e 50 
µg/ml), previamente dispersados por ultrassons, de seguida as células foram incubadas 
durante mais 24 h nas mesmas condições. Após esta exposição, a monocamada celular 
foi lavada com PBS, para remoção dos excessos de nanomaterial. De seguida, foi 
tripsinizada e ressuspensa em meio de cultura novo, a-MEM e DMEM suplementados, 
MC3T3-E1 e para Saos-2, respetivamente, para posterior análise por citometria de fluxo. 
 A citometria de fluxo é uma técnica que permite a contagem, análise, separação e 
classificação das células individuais presentes num meio em suspensão. Assim, de forma 
rápida, obtemos uma análise multiparamétrica das características de milhares de células 
por segundo [Adan et al., 2017]. Este método, é um método muito simples para avaliar o 
potencial de internalização de nanomateriais das células. Nesta técnica um feixe de luz de 
um só comprimento de onda é direcionado para o fluxo. Existe um detetor na horizontal 
para o parâmetro designado como forward-scattered light (FCS) e outro perpendicular 
designado side-scattered light (SSC). O parâmetro FCS indica o tamanho relativo da célula 
e a o parâmetro SSC, está relacionado com a complexidade interna da célula, que está 
definida pela quantidade e tipo dos organelos citoplasmáticos e vesículas (Adan et al., 
2017). Estes parâmetros foram medidos num citómetro de fluxo (Coulter XL Flow 
Cytometer Beckman Coulter, Hialeah, FL-USA), equipado comum laser de argon (15 mW, 
488 nm). As aquisições foram obtidas usando o software SYSTEM II v. 3.0 (Beckman 
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Coulter, Hialeah, FL). Para cada amostra foram analisadas entre 5000–20000 células com 
um fluxo de 1000 células/s.  
3.6. Espécies reativas de oxigénio 
 
 Para a avaliar a produção de espécies reativas de oxigénio pelos pré-osteoblastos 
(MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2), estas células foram semeadas com uma densidade 
de 100.000 células/mL, numa placa de cultura de 24 poços e incubadas nas mesmas 
condições anteriormente descritas. 
Após 24 h o meio de cultura foi substituído por meio de cultura novo, ao qual foram 
previamente adicionados os nanomateriais nas duas concentrações estudadas (10 e 50 
µg/ml), previeamente dispersados por ultrassons, de seguida, as células foram incubadas 
durante mais 24 h nas mesmas condições. Após esta exposição, a monocamada celular 
foi lavada com PBS, para remoção dos excessos de nanomaterial. De seguida, as células 
foram incubadas com a sonda DCFH-DA (10 µM), durante 30 min a 37ºC. Este ensaio 
baseia-se na desacetilação da 2,7 dicloro-fluoresceína diacetato (DCFH-DA) em 
diclorofluorescina (DCFH), na presença de ROS intracelular [Halliwell et al., 2004]. Após a 
incorporação da sonda, as células foram tripsinizadas e ressuspensas em meio de cultura 
para análise por citometria de fluxo. (Halliwell et al., 2004). Este parâmetro foi medido num 
citómetro de fluxo (Coulter XL Flow Cytometer Beckman Coulter, Hialeah, FL-USA), 
equipado comum laser de argon (15 mW, 488 nm). As aquisições foram obtidas usando o 
software SYSTEM II v. 3.0 (Beckman Coulter, Hialeah, FL). Para cada amostra foram 
analisadas entre 5000–20000 células com um fluxo de 1000 células/s.  
 
3.7. Análise estatística 
 
Os dados apresentados foram expressos como a média mais ou menos o desvio 
padrão das experiências realizadas em triplicado. A análise estatística foi realizada 
utilizando o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version 19). As 
comparações estatísticas entre grupos foram feitas pela análise da variância (ANOVA), 
seguida do teste Scheffé. Foram consideradas diferenças estatísticas significativas para 
valores de p < 0,05. 
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4. Resultados 
  
O grafeno pristino, descrito como sendo um conjunto folhas de carbono simples 
sobrepostas, é um grafeno que não possui grupos funcionais na sua superfície, formando 
agregados em meio aquoso (Ayań-Varela et al., 2016; Dong and Qi, 2015). Para evitar a 
formação de agregados, vários autores referem que este nanomaterial precisa ser 
estabilizado com diferentes moléculas, como por exemplo, co-polímeros (polietilenoglicol 
(PEG; oxido de polietileno (PEO)) (Perumal et al., 2017), polianilina (Zhang et al., 2016), 
(hidroxilpropil)metil celulose (Majee et al., 2017).  
Neste trabalho as nano-folhas de grafeno pristino foram estabilizadas com 
mononucleótido de flavina (FMN). Esta molécula anfifilica consiste num anel orgânico 
heteronuclear tricíclico anexado (isoaloxazina dimetilada) com uma fração de álcool 
fosforilado (ribitol) (Figura 6A). Esse álcool fornece algumas características que são 
centrais para a sua utilização como um estabilizador eficiente das folhas de grafeno em 
meio aquoso. Devido ao seu carácter hidrofóbico e parcialmente aromático, a isoaloxazina 
da FMN, pode ser absorvido no plano basal do grafeno. O ribitol, apresenta um carácter 
hidrofílico que proporciona uma estabilidade coloidal, através de repulsões eletrostáticas 
existentes entre grupos fosfatos que estão negativamente carregados. Deste modo, a 
sobreposição das ligações p existentes nos anéis de isoaloxazina com as do grafeno, 
possibilitem uma interação entre os grupos fosfatos do ribitol, evitando a formação de 
agregados de grafeno pristino. 
 
 
Figura 6. Estrutura química da FMN. (A) Esquema da preparação e purificação da dispersão do 
grafeno estabilizado com FMN (B) (Adaptado de Ayań-Varela et al., 2015). 
 
 
B A 
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Na Figura 6B representa a preparação, purificação e dispersão do grafeno pristino 
estabilizado com FMN. Após a solubilização da grafite e do FMN, foi necessário proceder 
a centrifugações sucessivas seguidas de ultrassons para conseguir separar a grafite em 
várias folhas de grafeno. Nesse procedimento ocorre a ligação entre o grafeno e o FMN 
por meio de repulsões eletrostáticas, existentes entre os grupos fosfatos. Por fim foi 
necessário proceder à eliminação do excesso de FMN presente no meio e para isso foram 
efetuadas centrifugações a alta velocidade, o que permitiu uma separação e re-dispersão 
do grafeno pristino estabilizado com FMN em meio aquoso (Ayań-Varela et al., 2015). 
A amostras foram caracterizadas, por microscopia eletrónica de transmissão (TEM) 
e por microscopia de força atómica (AFM). Foi possível demonstrar que a suspensão de 
grafeno pristino consistiu em flocos com dimensões laterais de poucas centenas de 
nanómetros e cinco ou menos monocamadas grossas sobrepostas (Ayań-Varela et al., 
2015). Para este trabalho as nano-folhas de grafeno pristino estabilizado com FMN 
apresentavam dimensões laterais entre 200-400 nm e 100-200 nm, designados doravante 
GP(L) e GP(S), respetivamente.  
 
4.1. Morfologia celular 
 
A avaliação morfológica dos pré-osteoblastos MC3T3-E1 e osteoblastos Saos-2 
permitiu verificar, se a presença dos nanomateriais GP(L) e GP(S) (10 μg/mL) estava a 
alterar a formação da monocamada e a morfologia das células.  
A figura 7 mostra exemplos representativos da morfologia das células MC3T3-E1 e 
Saos-2 cultivadas na ausência de nanomaterial (Controlo) (A e D), respetivamente. 
Figuras 7B e 7C representam as células MC3T3-E1 expostas a 10 μg/mL de GP(L) e 
GP(S), respetivamente. As Figuras 7E e 7F mostram as células Saos-2 cultivadas na 
presença de GP(L) e GP(S) (10 μg/mL), respetivamente. 
O estudo da morfologia celular por microscopia ótica invertida, realça a capacidade 
de ambas as linhas celulares (MC3T3-E1 e Saos-2), para formarem monocamada aderente 
(Figura 7). Os pré-osteoblastos MC3T3-E1 e os osteoblastos Saos-2 apresentam uma 
morfologia típica destas linhas celulares (Figura 7A e 7D) quando cultivadas na ausência 
de nanomaterial (Controlo). Adicionalmente, as células expostas durante 24h, a 10 μg/mL 
de ambos os nanomateriais GP(L) e GP(S) apresentam uma morfologia celular semelhante 
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aos respetivos controlos. Portanto, podemos concluir que nestas condições experimentais 
os dois tamanhos de nano-folhas de grafeno prístino estabilizado com mononucleótido de 
flavina (FMN) não afetam a formação da monocamada e nem a morfologia das linhas 
celulares estudadas. 
 
 
Figura 7. Morfologia celular de pré-osteoblastos MC3T3-E1 (A, B e C) e osteoblastos Saos-2 (D, E 
e F) por microscopia ótica. As células MC3T3-E1 foram expostas durante 24 horas a 10 µg/mL de 
GP(L) (B) e GP(S) (C). As células Saos-2 foram expostas durante 24 horas a 10 µg/mL de GP(L) 
(E) e GP(S) (F). As imagens A e D representam as células MC3T3-E1 e Saos-2 cultivadas na 
ausência de nanomaterial (Controlo). 
 
4.2.  Viabilidade e proliferação celular 
 
Para avaliar a citotoxicidade dos nanomateriais descritos, GP(L) e GP(S), foi 
avaliada a viabilidade e proliferação das duas linhas celulares escolhidas, MC3T3-E1 e 
Saos-2, para fazer um estudo comparativo entre uma linhagem não diferenciada e uma 
tumoral, respetivamente.  
A Figura 8 mostra a percentagem de viabilidade celular das células MC3T3-E1 
expostas durante 24 h a diferentes concentrações de GP(L) e GP(S) (10 - 50 μg/mL). Na 
Figura 8A os resultados mostram que este tipo celular quando exposto às diferentes 
concentrações de GP(L) mantém a sua viabilidade similar às células cultivadas na ausência 
de nanomaterial (controlo), sendo superior a 90%. Pelo contrário, quando estas células 
estão expostas a GP(S) nas diferentes concentrações estudadas, observamos uma 
diminuição significativa da viabilidade celular relativamente ao controlo. Esta diminuição é 
10	µm 10	µm 10	µm
10	µm10	µm10	µm
A B C
D E F
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dependente da dose, sendo de 40% para a dose de 10 µg/ml e sendo máxima (60%) a 
partir de 30 µg/mL.  
 
 
Figura 8. Viabilidade celular das células MC3T3-E1 (A) e Saos-2 (B) expostas a diferentes 
concentrações de nanomateriais (10 - 50 μg/mL) GP(L) e GP(S), durante 24 h a 37ºC, expressa em 
percentagem. Os valores estão expressos como média ± desvio padrão. p <0,05 (*), p <0,01 (**), e 
p <0,005 (***) representam as diferenças significativas em comparação com o valor do controlo. 
 
A Figura 8B mostra a percentagem de viabilidade celular das células Saos-2 
expostas durante 24 h a diferentes concentrações de GP(L) e GP(S) (10 - 50 μg/mL). Tal 
como nas células MC3T3-E1, a percentagem de viabilidade das Saos-2 é similar ao 
respetivo controlo, sendo superior a 98% em todas as concentrações testadas de GP(L). 
Relativamente à exposição a GP(S), observamos uma diminuição significativa de 20% da 
viabilidade celular das Saos-2 relativamente ao controlo a partir da dose de 20 μg/mL. 
Neste caso a diminuição máxima observada foi de 30% quando este tipo celular foi exposto 
a 30 μg/mL de GP(S).  
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Figura 9. Proliferação celular das células MC3T3-E1 (A) e Saos-2 (B) expostas a diferentes 
concentrações de nanomateriais (10 - 50 µg/mL) GP(L) e GP(S), durante 24 h a 37ºC, expressa em 
células/mL. Os valores estão expressos como médias ± desvio padrão. *p <0,05, **p <0,01, e ***p 
<0,005 representam as diferenças significativas em comparação com o valor do controlo. 
 
A capacidade proliferativa de células expostas a nanomateriais é um parâmetro 
biológico frequentemente avaliado para testar a sua citotoxicidade. A Figura 9 mostra a 
proliferação celular (número de células viáveis/mL) das células MC3T3-E1 (A) e Saos-2 
(B) expostas durante 24 h a diferentes concentrações de GP(L) e GP(S) (10 - 50 μg/mL). 
Os resultados mostram que as células MC3T3-E1 (Figura 9A) quando expostas às 
diferentes concentrações de GP(L) e GP(S) diminuem significativamente a sua proliferação 
em comparação com o respetivo controlo. De facto, observa-se uma diminuição gradual 
com o aumento da dose de GP(L) que varia entre 18% para a concentração de 20 μg/mL 
e 33% para a dose de 50 μg/mL. No caso da exposição destas células a GP(S) observa-
se uma diminuição de 56% para a menor concentração estudada (10 μg/mL), sendo 
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máxima (66%) para a concentração de 50 μg/mL. Pelo contrário, a capacidade proliferativa 
das células Saos-2 não é afetada pela exposição às diferentes concentrações de GP(L) 
estudadas (10 - 50 μg/mL) (Figura 9B). Quando estas células são expostas a GP(S) nas 
diferentes concentrações estudadas, observamos uma diminuição significativa da 
proliferação celular relativamente ao controlo. Esta diminuição é dependente da dose, 
sendo de 37% para a dose de 10 µg/mL e sendo máxima (83%) a partir de 30 µg/mL.  
O estudo comparativo da viabilidade dos dois tipos celulares indica que ambos têm 
a mesma resposta em termos qualitativos, embora em termos quantitativos as células 
MC3T3-E1 parecem ser mais sensíveis à exposição a GP(S) do que as células Saos-2, 
uma vez que o efeito deste nanomaterial é mais acentuado (Figura 8A e B). Relativamente 
à proliferação celular (Figura 9A e B) a exposição a GP(L) afeta apenas a proliferação das 
células MC3T3-E1. Enquanto que a exposição a GP(S) tem um efeito inibitório da 
proliferação celular em ambas as linhagens celulares.  
 
4.3. Internalização celular 
  
Nos últimos anos a citometria de fluxo é usada como ferramenta para avaliar a 
incorporação de nanomateriais (Prina-Mello et al., 2010). Neste trabalho esta técnica 
permitiu distinguir entre diferentes populações celulares com base no seu tamanho (FSC) 
e complexidade interna (SSC) (Kumar et al., 2015).  
A Figura 10 mostra a internalização celular pelas células MC3T3-E1 expostas 
durante 24h a diferentes concentrações de GP(L) e GP(S) (10 e 50 μg/mL). A Figura 10A 
mostra-nos um exemplo representativo da dispersão da complexidade celular interna 
(SSC) vs tamanho celular (FSC) de pré-osteoblastos (MC3T3-E1), de três populações 
celulares: expostas durante 24h a 10 μg/mL de nanomaterial GP(L) (vermelho) e GP(S) 
(verde), e a população de células controlo (preto). Os resultados mostram que temos um 
maior aumento da complexidade celular em presença do nanomaterial de menor tamanho 
(GP(S)) relativamente ao controlo (preto) e ao nanomaterial de maior tamanho (GP(L)) 
(vermelho). Relativamente as células estão expostas a 10 μg/mL de GP(L) (vermelho), 
observa-se um aumento da complexidade interna (SSC) e do tamanho celular (FSC), em 
comparação com a população controlo (preto). 
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Figura 10. Internalização em células MC3T3-E1 expostas a diferentes concentrações de 
nanomateriais (10 e 50 µg/mL) GP(L) e GP(S), durante 24 h a 37ºC. Diagrama de dispersão 
comparando os parâmetros SSC vs FSC, dos diferentes nanomateriais GP(L) e GP(S) nas 
concentrações 10 µg/mL (A) e 50 µg/mL (B). Análise comparativa da complexidade interna de 
células MC3T3-E1(C) expressas como média ± desvio padrão da complexidade celular. *p <0,05, 
**p <0,01, e ***p <0,005 representam as diferenças significativas em comparação com o valor do 
controlo.
 +++p < 0,005 representa as diferenças significativas do nanomaterial GP(S) nas 
concentrações de 10 e 50 µg/mL. 
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A Figura 10B mostra-nos a complexidade celular interna (SSC) vs tamanho celular 
(FSC) de pré-osteoblastos (MC3T3-E1) expostas durante 24h a 50 μg/mL de nanomaterial 
GP(L) (vermelho) e GP(S) (verde) em comparação a população de células controlo (preto). 
Os resultados mostram que temos um aumento da complexidade celular na presença do 
nanomaterial de menor tamanho (GP(S)) relativamente ao controlo (preto) e ao 
nanomaterial de maior tamanho (GP(L)) (vermelho). Relativamente às células expostas a 
50 μg/mL de GP(L) (vermelho), observa-se um aumento da complexidade interna (SSC) e 
do tamanho celular (FSC), em comparação com a população controlo (preto). 
A Figura 10C mostra o estudo comparativo da complexidade interna de células MC3T3-E1 
expostas a duas concentrações (10 e 50 μg/mL) de nanomateriais GP(S) e GP(L). Os 
resultados demonstram que este parâmetro aumentou 2x e 3,9x para as concentrações de 
10 e 50 μg/mL GP(S), respetivamente, em comparação com o controlo. Quando os pré-
osteoblastos foram expostos ao nanomaterial de menor tamanho (GP(S)) verificou-se que 
a sua complexidade interna é superior (1,7x) quando se aumenta a dose de 10 para 50 
μg/mL. Da mesma forma, a complexidade interna dos pré-osteoblastos expostos a 10 e 50 
μg/mL GP(L) também aumentou 44 e 62%, respetivamente, quando comparado com o 
controlo. 
A Figura 11 mostra a internalização celular de diferentes concentrações de GP(L) e 
GP(S) (10 e 50 μg/mL) pelas células Saos-2 expostas durante 24h. A Figura 11A mostra-
nos um exemplo representativo da dispersão da complexidade celular interna (SSC) vs 
tamanho celular (FSC), de três populações celulares de osteoblastos (Saos-2): expostas 
durante 24h a 10 μg/mL de GP(L) (vermelho) e GP(S) (verde) e a população de células 
controlo (preto). Os resultados mostram que temos um aumento da complexidade celular 
interna na presença de 10 μg/mL do nanomaterial de menor tamanho (GP(S)) 
relativamente ao controlo (preto) e ao nanomaterial de maior tamanho (GP(L)) (vermelho). 
Relativamente às células expostas a 10 μg/mL de GP(L) (vermelho), observa-se um 
aumento da complexidade interna (SSC) e do tamanho celular (FSC), em comparação com 
a população controlo (preto). 
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Figura 11. Internalização em células Saos-2 expostas a diferentes concentrações de nanomateriais 
(10 e 50 µg/mL) GP(L) e GP(S), durante 24 h a 37ºC. Diagrama de dispersão comparando os 
parâmetros SSC vs FSC, dos diferentes nanomateriais GP(L) e GP(S) nas concentrações 10 µg/mL 
(A) e 50 µg/mL (B). Análise comparativa da complexidade interna de células Saos-2 (C) expressas 
como média ± desvio padrão da complexidade celular. *p <0,05, **p <0,01, e ***p <0,005 
representam as diferenças significativas em comparação com o valor do controlo.
 +++p < 0,005 
representa as diferenças significativas do nanomaterial GP(S) nas concentrações de 10 e 50 µg/mL. 
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A Figura 11B mostra-nos a complexidade celular interna (SSC) vs tamanho celular 
(FSC) de osteoblastos (Saos-2) expostas durante 24h a 50 μg/mL de nanomaterial GP(L) 
(vermelho) e GP(S) (verde) em comparação a população de células controlo (preto). Os 
resultados mostram que temos um aumento da complexidade celular na presença do 
nanomaterial de menor tamanho (GP(S)) relativamente ao controlo (preto) e ao 
nanomaterial de maior tamanho (GP(L)) (vermelho). Relativamente às células expostas a 
50 μg/mL de GP(L) (vermelho), observa-se um aumento da complexidade interna (SSC) e 
do tamanho celular (FSC), em comparação com a população controlo (preto). 
O estudo comparativo da complexidade interna de células Saos-2 expostas a duas 
concentrações (10 e 50 μg/mL) de nanomateriais GP(S) e GP(L) está representado na 
Figura 11C. Os resultados demonstram que este parâmetro aumentou 2,2x e 3,2x para as 
concentrações de 10 e 50 μg/mL de GP(S), respetivamente, em comparação com o 
controlo. Além disso, quando os pré-osteoblastos foram expostos ao nanomaterial de 
menor tamanho (GP(S)) os resultados demonstram que este parâmetro (SSC) é 
ligeiramente superior quando se aumenta a dose de 10 para 50 μg/mL. Por outro lado, a 
complexidade interna dos pré-osteoblastos expostos a duas concentrações (10 e 50 
μg/mL) de GP(L) aumentou 68 e 67%, respetivamente, quando comparado com o controlo. 
A incorporação de GP(S) nas diferentes concentrações estudadas induziu um 
aumento da complexidade pré-osteoblástica e osteoblástica sem alterações no tamanho 
celular. Por outro lado, a internalização de GP(L) em Saos-2 nas dois concentrações 
estudadas induziu um aumento no tamanho celular e também na sua complexidade celular. 
 
4.4. Espécies reativas de oxigénio 
 
Neste trabalho foi estudado o stress oxidativo induzido pelos nanomateriais GP(L) 
e GP(S) nos pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2), através da avaliação 
da produção de espécies reativas de oxigénio (ROS).  
A Figura 12 mostra a produção de ROS das células MC3T3-E1 (A) Saos-2 (B) 
expostas a diferentes concentrações de nanomateriais (10 e 50 µg/mL) GP(L) e GP(S), 
durante 24h a 37ºC, expressas em percentagem. A figura 12A mostra que temos um 
aumento significativo da produção de espécies reativas de oxigénio pelas células MC3T3-
E1 quando expostas a 10 μg/mL de GP(L) e GP(S) de 70% e 91%, respetivamente, 
relativamente ao controlo. Quando estas células foram expostas a 50 μg/mL de GP(L) e 
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GP(S) observa-se um aumento significativo de 1,5 e 2x, respetivamente, comparando a 
condição controlo. Apenas no caso da concentração de 50 μg/mL de GP(L) e GP(S) é 
observado um aumento significativo de 58% na produção de espécies reativas de oxigénio 
dependente do aumento do tamanho do nanomaterial (de menor tamanho para o 
nanomaterial de maior tamanho). 
 
 
Figura 12. Produção de ROS das células MC3T3-E1 (A) Saos-2 (B) expostas a diferentes 
concentrações de nanomateriais (10 e 50 µg/mL) GP(L) e GP(S), durante 24 h a 37ºC, expressas 
em percentagem. Os valores estão expressos com medias ± desvio padrão. *p <0,05, **p <0,01, e 
***p <0,005 representam as diferenças significativas em comparação com o valore do controlo. ##p 
<0,01, representa as diferenças significativas de nanomateriais GP(L) em diferentes concentrações 
(10 µg/ml e 50 µg/ml). &p <0,05, representa as diferenças significativas entre os nanomateriais GP(L) 
e GP(S) numa concentração de 50 µg/ml. 
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A figura 12B apresenta a percentagem de produção de espécies reativas de 
oxigénio das células Saos-2 expostas durante 24h a 10 e 50 μg/mL de GP(L) e GP(S). Os 
resultados demonstram que este tipo celular, quando exposto às concentrações de GP(L) 
têm um aumento significativo de 1,7 e 2x para 10 e 50 μg/mL, respetivamente, com respeito 
ao controlo. Quando estas células estão expostas a GP(S) as concentrações de 10 e 50 
μg/mL, observa-se um aumento significativo de ROS de 55% e 83%, respetivamente 
quando comparado ao controlo. No caso do nanomaterial de maior tamanho (GP(L)) é 
observado um aumento significativo de 40% na produção de espécies reativas de oxigénio 
dependente do aumento da dose (de 10 para 50 μg/mL). Podemos também observar um 
aumento de 28% quando as células estão expostas a uma concentração de 50 μg/mL de 
GP(L) e GP(S), sendo esse aumento dependente do tamanho do nanomaterial (do 
nanomaterial de menor tamanho para o nanomaterial de maior tamanho). 
 A produção de ROS pelos pré-osteoblastos MC3T3-E1 e osteoblastos Saos-2 
aumenta quando expostos a dois tamanhos diferentes (GP(L) e GP(S)) de grafeno pristino 
estabilizado com FMN e a duas concentrações (10 e 50 μg/mL) em comparação com as 
células controlo. Da mesma forma, se pode confirmar que os pré-osteoblastos MC3T3-E1 
e os osteoblastos expostos a maior dose testada (50 μg/mL) aumentam a sua produção de 
ROS quando são cultivadas com o grafeno pristino de maior tamanho (GP(L)) comparando 
com o de menor tamanho (GP(S)). 
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5. Discussão 
 
Recentemente, os nanomateriais baseados em carbono têm sido propostos nas mais 
variadas áreas, como por exemplo na área da nanomedicina (Sahoo et al., 2007). Este 
campo da medicina esta em constante expansão com um foco especial nas terapias anti-
tumorais, incluindo os sistemas de transporte de drogas/genes, terapia fototérmica, entre 
outras (Sahoo et al., 2007; Chakraborty et al., 2011; Venugopal and Ramakrishna, 2016). 
Para esta aplicação ser possível e necessário a síntese de nanomateriais com 
características físico-químicas especificas, nomeadamente; tamanho (dimensão lateral), 
funcionalização, carga, grau de oxigenação, forma, composição, numero de camadas, uma 
vez que estas propriedades influenciam as respostas celulares (Zarbin, 2007; Baril et 
al.,2012; Gómez-Gallego et al.,2016). 
Com este trabalho avaliou-se a citotoxicidade do grafeno pristino estabilizado com 
mononucleótido de flavina (FMN), com duas dimensões laterais entre 200-400nm (GP(L)) 
e 100-200nm (GP(S)), avaliando o impacto destes nanomateriais na morfologia celular, 
viabilidade e proliferação celular, internalização celular, e produção de espécies reativas 
de oxigénio de pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2). 
Relativamente ao estudo comparativo da viabilidade dos dois tipos celulares, os pré-
osteoblastos (MC3T3-E1) parecem ser mais sensíveis à exposição do nanomaterial de 
menor tamanho (GP(S)) do que os osteoblastos (Saos-2), uma vez que foi observado uma 
diminuição deste parâmetro (Figura 8). Em relação a proliferação celular a exposição a 
GP(S) foi novamente a que teve maior impacto uma vez que apresentou um efeito inibitório 
em ambas as linhas celulares, enquanto que a exposição ao grafeno pristino de maior 
tamanho (GP(L)) só afetou a proliferação das células MC3T3-E1 (Figura 9). Estas 
diferenças nas respostas celulares poderão ser devidas às características intrínsecas de 
cada uma das linhas celulares, nomeadamente pelo facto, de a linha MC3T3-E1 ser 
constituída por células pré-osteoblásticas não diferenciadas e a Saos-2 por células 
tumorais (Rodan et al., 1987; Wang et al., 1999; Quing et al., 2017; Strzelecka-Kilisek et 
al., 2017). Os resultados apresentados neste trabalho estão em concordância com os 
resultados publicados por vários autores. Majeed e seus colaboradores demonstraram que 
grafeno pristino a diferentes concentrações (5, 50 e 100 µg/mL) originou uma diminuição 
de viabilidade de células neuronais (PC12) dependente da dose. Também, Conroy et al., 
mostraram que o grafeno pristino causou uma diminuição de viabilidade de células 
pulmonares e hepatócitos (A549 e HepG2). Chatterjee e seus colaboradores, 
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demonstraram que grafeno pristino funcionalizado com COOH e NH2, causou uma 
diminuição da viabilidade de células do epitélio brônquico dependente da dose, e da 
funcionalização. Por fim, Sasidharan et al., mostraram que grafeno pristino a diferentes 
concentrações (0-300 µg/mL), também induziu uma diminuição da viabilidade celular de 
células renais (Vero) dependente da dose. Portanto, relativamente ao nosso estudo 
podemos concluir que as diminuições da viabilidade e proliferação de pré-osteoblastos e 
osteoblastos são dependentes do tamanho do nanomaterial, com a menor dimensão lateral 
do grafeno pristino, menor é a viabilidade e a proliferação celular. Da mesma forma, a 
diminuição da viabilidade e proliferação celular é dependente do aumento da dose a que 
as células foram expostas (10-50 µg/mL).  
Para que os nanomateriais baseados em carbono possam ser utilizados nas 
aplicações já mencionadas, é necessário que o nanomaterial seja incorporado pelas 
células sem causar qualquer alteração estrutural e funcional. Para avaliar esta 
incorporação a citometria de fluxo e uma técnica simples, amplamente utilizada (Suzuki, 
2007; Welsh et al., 2017). Neste trabalho, a internalização de grafeno pristino estabilizado 
com FMN pelas células MC3T3-E1 e Saos-2 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando 
a luz de dispersão lateral (side-scatter) (SSC). Os resultados apresentados demonstram 
que o grafeno pristino funcionalizado com FMN (100-200 nm e 200-400 nm) é internalizado 
pelos dois tipos celulares estudados. Além disso, este parâmetro não é dependente do tipo 
celular, uma vez que tanto pré-osteoblastos como osteoblastos exibem o mesmo 
comportamento, mas é dependente do tamanho do nanomaterial. De facto, a incorporação 
do nanomaterial de menor tamanho GP(S), (100-200 nm) pelos dois tipos celulares é 
superior ao observado quando as células foram expostas ao grafeno pristino de maior 
tamanho (200-400 nm). Por outro lado, só no caso do grafeno de menor tamanho é que se 
observa um aumento da incorporação dependente da dose (10 para 50 µg/mL). Linares e 
colaboradores demonstraram que células osteoblásticas e pré-osteoblásticas expostas 
durante 24h a 75 µg/mL de óxido de grafeno funcionalizado com polietilenoglicol (PEG) 
tinham uma incorporação dependente do tipo celular. Assim, concluíram que as linhas de 
células osteoblásticas (Saos-2) incorporaram mais GO-PEG do que as pré-osteoblásticas 
(MC3T3-E1) (Linares et al., 2014). Embora neste estudo tenham sido usadas as mesmas 
linhas celulares, os resultados são díspares uma vez que utilizaram um nanomaterial 
baseado em carbono, com um grau de oxigenação diferente do grafeno pristino, além de 
uma distinta funcionalização. 
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Tem sido descrito por vários autores que a incorporação de nanomateriais baseados 
em carbono por diferentes linhas celulares pode provocar um aumento na produção de 
espécies reativas de oxigénio (Chang et al., 2011; Sasidharan et al., 2011; Lee et al., 2012; 
Li et al., 2012; Sasidharan et al., 2012; Yuan et al., 2012; Das et al., 2013; Lammel et al., 
2013; Matesanz et al., 2013; Conroy et al., 2014). Esse aumento é descrito como sendo 
devido à incapacidade das enzimas antioxidantes eliminarem os intermediários reativos, 
levando a um aumento do stress oxidativo (desequilíbrio entre as espécies oxidantes e 
redutoras no meio intracelular) (Sasidharan et al.,2011). O stress oxidativo é considerado 
uma das principais causas de citotoxicidade de um nanomaterial depois da sua 
internalização na célula (Sasidharan et al., 2011; Tyagi et al., 2017). Neste trabalho a 
exposição a grafeno pristino estabilizado com FMN (100-200 nm e 200-400 nm), GP(S) e 
GP(L) respetivamente, nas duas concentrações estudadas (10 e 50 μg/mL) induziu um 
aumento na produção de ROS, nas células pré-osteoblásticas e osteoblásticas. 
Curiosamente, sendo o grafeno pristino estabilizado com FMN de menor tamanho (100-
200 nm) o mais internalizado pelos dois tipos celulares, é o de maior tamanho (200-400 
nm) aquele que induz a produção de maior quantidade de ROS. Os resultados deste 
trabalho, estão de acordo com os obtidos por Sasidharan e seus colaboradores, que 
demonstram um aumento na produção de ROS quando as células estão expostas a 
grafeno pristino. Os resultados também são corroborados por outros autores que 
apresentaram um aumento na produção de ROS em várias linhas celulares (macrófagos, 
fibroblastos, e células do fígado, pulmonares e renais) sendo esse aumento dependente 
da dose e da sua funcionalização. (Sasidharan et al., 2011; Lee et al., 2012; Li et al., 2012; 
Sasidharan et al., 2012; Conroy et al., 2014). Relativamente ao nosso estudo podemos 
concluir que os aumentos na produção de ROS de pré-osteoblastos e osteoblastos são 
dependentes do tamanho do nanomaterial, com a maior dimensão lateral do grafeno 
pristino, maior é a produção de ROS. Da mesma forma, o aumento da produção de ROS 
é dependente do aumento da dose a que as células foram expostas (10-50 µg/mL). 
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6. Conclusões 
 
Neste trabalho foi possível avaliar a citotoxicidade do grafeno pristino estabilizado 
com mononucleótido de flavina (FMN) de dois tamanhos (100-200 nm e 200-400 nm) em 
duas linhas celulares, pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e osteoblastos (Saos-2), avaliando o 
impacto destes nanomateriais na sua morfologia celular, viabilidade e proliferação celular, 
internalização celular e produção de espécies reativas de oxigénio. 
Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as células pré-
osteoblásticas e osteoblásticas, MC3T3 e Saos-2, respetivamente, na presença de 
diferentes concentrações de grafeno pristino de menor tamanho (10 - 50 µg/mL), durante 
24h, apresentaram uma diminuição da sua viabilidade e uma inibição da sua taxa de 
proliferação, de uma forma dependente da concentração, em comparação com as células 
cultivadas na ausência de nanomaterial. Pelo o contrário, quando estas células foram 
expostas a grafeno pristino de maior tamanho (10 - 50 µg/mL), demonstraram uma 
viabilidade similar às células controlo. Relativamente à proliferação celular, as células 
osteoblásticas não foram afetadas, enquanto que as pré-osteoblásticas diminui com o 
aumento da concentração de nanomaterial. Através da citometria de fluxo, foi possível 
comprovar a internalização de nanomaterial e a produção de espécies reativas de oxigénio 
pelos dois tipos celulares estudados (MC3T3-E1 e Saos-2), após 24h de cultura na 
presença de 10 e 50 µg/mL de nanomateriais. A internalização celular de grafeno pristino 
de menor tamanho por ambos os tipos celulares é dependente da dose, sendo maior para 
a concentração de 50 µg/mL. A exposição durante 24h a estes nanomateriais induziu 
produção de ROS em ambas as linhas celulares. Além disso, sendo o grafeno pristino 
estabilizado com FMN de menor tamanho (100-200 nm) o mais internalizado pelos dois 
tipos celulares, é o de maior tamanho (200-400 nm) aquele que induz a produção de maior 
quantidade de ROS. 
 Conseguimos concluir com este trabalho que o grafeno prístino estabilizado com 
um mononucleótido de flavina (FMN), independentemente do tamanho, é citotóxico para 
os pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e os osteoblastos (Saos-2). 
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